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ABSTRAKT 
Neodmyslitelnou součástí rostlin jsou účinné látky v nich obsažené, ke kterým patří také 
flavonoidy. Tyto látky jsou využívány v lékařství, kosmetice a vzhledem ke svým pozitivním 
účinkům by měly být součástí potravy. Práce je zaměřena na identifikaci flavonoidů ve 
vybraných typech jehličnatých stromů a mechů. Z jehličnanů byly analyzovány borovice, 
jedle a smrky, z mechů to byl ploník ztenčený a kostrbatec větevnatý. Flavonoidy byly 
izolovány extrakcí a identifikovány pomocí chromatografie na tenké vrstvě a vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Inherent part of plants are active substances; flavonoids belong to this group. They are used in 
medicine, cosmetics and they shloud be a part of our diet because of their positive effects. 
This bachelor thesis is focused on the identification of flavonoids in selected types of 
coniferous trees and moss. Pines, firs and spruces were selected as the representants of 
coniferous trees, together with mosses Polytrichum formosum and Rhytidiadelphus 
subpinnatus. Flavonoids were isolated using liquid-liquid extraction and identified using thin 
layer chromatography and high-performance liquid chromatography. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Životní prostředí, flavonoidy, chromatografie na tenké vrstvě, plynová chromatografie s 
hmotnostně spektrometrickou detekcí, kapalinová chromatografie 
 
KEYWORDS 
Environment, flavonoids, thin layer chromatography, gas chromatography with mass 
spectrometric detection, liquid chromatography 
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1 ÚVOD 
V 90. letech minulého století začal intenzivní výzkum nutriční hodnoty flavonoidů, bilance 
jejich potravinových příjmů, vztahů mezi příjmem flavonoidů a vývojem zdravotního stavu, 
antioxidační aktivity bioflavonoidů a jejich metabolismu v lidském těle [1]. 
V r.1936 maďarští vědci István Rusznyák a Albert Szent-Györgyi potvrdili, že flavonoidy 
sehrávají v rostlinách esenciální úlohu - v lidském organismu působí podobně jako vitamíny 
[2]. 
Flavonoidy, velká skupina rostlinných polyfenolů, jsou přítomny v rostlinných pletivech v 
relativně vysokých koncentracích buď jako cukerné konjugáty, nebo jako aglykony. I když 
obecně nejsou považovány za výživné, v posledních letech je věnována pozornost jejich 
přítomnosti v lidské potravě vzhledem k jejich zdravotním účinkům [3]. 
Z lékařského a fyziologického hlediska se dají flavonoidy definovat jako „skupina látek 
obsažených v ovoci a zelenině, jež je nezbytná pro utilizaci vitamínu C a pro optimální funkci 
kapilární stěny“. V běžně konzumovaném ovoci, zelenině a dalších rostlinných produktech se 
vyskytují především flavonoly, a to zejména kvercetin a kemferol. Nejvíce jsou obsaženy v 
citrusových plodech, cibuli, papáji, brokolici, vinných hroznech, listové zelenině, čaji, 
čokoládě, sóji a obilninách [4]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Flavonoidy 
2.1.1 Struktura flavonoidů 
Flavonoidy jsou rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů. V současné době je známo více než 
4000 flavonoidních látek. Jsou odvozeny od kyslíkaté heterocyklické sloučeniny  flavanu [5]. 
Flavanový skelet sestává ze dvou substituovaných benzenových kruhů (A a B) a pyranového 
kruhu (C), napojeného na kruh A (Obrázek 1). Heterocykl C, obsahující kyslíkový atom, je 
odpovědný za typické reakce flavonoidů. Fenyl B může být napojen na pyranový kruh 
v různých pozicích: 
a) v pozici 2 – normální flavonoidy, mezi něž patří většina flavonoidních barviv, 
b) v pozici 3 – isoflavonoidy, od niž se odvozují insekticidy některých rostlin, zvané 
rotenoidy, 
c) v pozici 4 – neoflavonoidy. 
Další klasifikace je založena na stupni oxidace pyranového kruhu (2.1.2 Klasifikace 
flavonoidů) [6]. 
 
 
 
Obrázek 1: Základní struktura flavonoidů – flavanový skelet [6] 
 
2.1.2 Klasifikace flavonoidů 
Klasifikace a nomenklatura flavonoidů není příliš jasná. Podle modifikace C kruhu 
rozeznáváme několik skupin flavonoidů (Tabulka 1) [7]. 
Nejdůležitejší skupiny flavonoidů jsou flavanoly, jejichž zástupce katechiny poznáme jako 
součásti kondensovaných taninů a barevné flavonoidy flavony a anthokyanidiny. 
 
Flavony 
Základem flavonových barviv, zvaných též anthoxantiny, jsou hydroxyderiváty flavonu, 
obsahujícího v pozici 4 flavanového skeletu oxoskupinu (Obrázek 2). 
 
 
 
Obrázek 2: Flavon [6] 
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Tabulka 1: Klasifikace flavonoidů [7] 
Uspořádání C kruhu Název skeletu Příklad aglykonu Glykosid, výskyt 
 
flavanon eriodiktiol eriodiktin 
v citrusech 
apigenin 
apiin 
v petrželi, heřmánku, 
rmenu, hledíku 
 
flavon 
luteolin rýt žlutý (reseda žlutá) 
kvercitrin 
v révě 
 
flavonol kvercetin 
rutin 
v pohance a routě 
 
dihydroflavonol taxifolin tis (Taxus) 
 
isoflavon genistein genistin 
v sóji 
 
Je známa struktura asi 300 přírodních flavonů. Nejběžnější polohy hydroxylových skupin na 
flavonovém skeletu jsou 3 a 7; flavony s hydroxylovou skupinou se často nazývají flavonoly 
a jsou považovány za podskupinu flavonů. 
Flavony se vyskytují v rostlinách buď ve volné formě, nebo jako glykosidy, případně jako 
estery. Jsou rozpustné ve vodě (i když někdy jen málo), ale nerozpustné v tucích a jejich 
rozpouštědlech a jsou méně reaktivní než anthokyanidiny. Flavonová barviva jsou žlutě 
zbarvená, ale většinou je překrývají intensivněji vybarvené látky. Flavony fungují jako 
přírodní inhibitory škodlivých oxidačních změn potravin [7]. 
 
Tabulka 2: Známí zástupci flavonů [6] 
Polohy obsazené skupinou OH Flavon Kde se nachází 
5, 7 chrysin obsažený v pupenech topolu a jádrovém dřevu mnoha borovic 
5, 8 primetin barvivo prvosenek 
3, 5, 7, 3’, 4‘ kvercetin 
barvivo slupek cibule, čaje, pylu kukuřice, 
chmele, aglykon tabákových glykosidů 
kvercitrinu a rutinu 
3, 7, 3‘, 4‘ fisetin přítomný v dřevu a v květech mnohých 
vyšších rostlin 
 9 
2.1.3 Význam flavonoidů 
Flavonoidy jsou žluté až oranžové látky obsažené v květech, listech a plodech převážně 
dvouděložných rostlin (flavus = žlutý). Biogeneticky vznikají přes stadium chalkonů [7]. 
Pokud máme posoudit hlavní význam těchto látek, nejčastěji je uvažována jejich antioxidační 
aktivita, která se projevuje mimo jiné například schopností „zhášet“ reaktivní kyslíkové 
radikály nebo jejich ochranou LDL lipidových frakcí před oxidační modifikací [8]. 
Flavonoidy jsou sekundární metabolity rostlin. V nich se účastní při hojení poranění a při 
ochraně před škůdci a nemocemi. Obecně mají flavonoidy řadu fyziologicky důležitých 
vlastností, jako jsou protisrážlivé působení, antiestrogenní účinky, protizánětlivé působení 
v trávícím traktu, antimikrobní účinek flavonoidů česneku nebo skořice, spasmolytické 
(uvolňující křeče) působení quercetinu a apigeninu [8]. 
V nedávné době bylo potvrzeno, že pravidelná konzumace ovoce a zeleniny s vysokým 
obsahem flavonoidů snižuje výskyt mnoha chronických onemocnění – rakoviny, mrtvice 
a koronárních srdečních chorob [9]. 
 
2.1.4 Vlastnosti, výskyt a význam použitých standardů flavonoidů 
 
Tabulka 3: Kaempferol (Obrázek 3) 
 
Název podle IUPAC 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one [10] 
Vzorec C15H10O6 
Molekulová hmotnost 286,24 
Charakteristika Žlutě zbarvený prášek, jeden z nejdůležitějších a nejrozšířenějších flavonoidů.  
Účinek 
Je to silný antioxidant. Pomáhá chránit proti oxidačnímu poškození 
buněk, lipidů a DNA. Inhibuje tvorbu rakovinných buněk a působí 
jako prevence arteriosklerózy. 
Výskyt 
Tento flavonoid je přítomný v různých přírodních zdrojích, jako 
jsou jablka, cibule, citrusové ovoce, grapy, červené víno, ginko 
biloba [11]. 
 
 
   
 
 
Obrázek 3: Struktura kaempferolu [10]  Obrázek 4: Struktura myricetinu [10] 
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Tabulka 4: Myricetin (Obrázek 4) 
 
Název podle IUPAC 3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)chromen-4-one [10] 
Vzorec C15H10O8 
Molekulová hmotnost 318,24 
Účinek 
Mnohé studie ukazují, že myricetin je antikarcinogen. Inhibuje 
změnu transkriptázy z několika retrovirusů. Může mít význam jako 
protizánětlivé, antiarteriosklerotické a antitrombotické činidlo. 
Výskyt Rozšířený v čaji, ovocí, zelenině a léčivých rostlinách [12]. 
 
 
Tabulka 5: Quercetin (Obrázek 5) 
 
Název podle IUPAC 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-chromen-4-one [10] 
Vzorec C15H10O7.2H2O 
Molekulová hmotnost 338,27 
Charakteristika 
Žluté jehlicovité krystalky, rozpustné v ethanolu, acetonu, 
koncentrované kyselině octové a v roztocích alkalických 
hydroxidů, těžce rozpustné v chloroformu a prakticky nerozpustné 
ve vodě. Teplota tání 312-317 °C [13]. 
Účinek 
Má mnoho zdravotních účinků, působí preventivně proti 
rakovinným onemocněním, zánětům a histaminu. Studie ukazují, 
že quercetin redukuje rakovinné onemocnění prostaty a vaječníků. 
Výskyt Můžeme ho najít běžně v potravě, například v jablkách, čaji, cibuli, 
ořechách, květáku a zelí [14]. 
 
 
  
 
 
Obrázek 5: Struktura quercetinu [10] Obrázek 6: Struktura rutinu [16] 
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Tabulka 6: Rutin (Obrázek 6) 
 
Název podle IUPAC 
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5S,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyl-
oxan-2-yl]oxymethyl]oxan-2-yl]oxy-chromen-4-one [10] 
Vzorec C27H30O16 
Molekulová hmotnost 610,52 
Charakteristika 
Nažloutlé jehlicovité krystalky, tmavnoucí na světle, velmi těžce 
rozpustné ve vodě, těžce rozpustné v ethanolu a prakticky 
nerozpustné v chloroformu a etheru; rozpouští se v roztocích 
alkalických hydroxidů a formamidu. Je hygroskopický. Teplota 
tání 195-197 °C [13]. 
Účinek 
Rutin má silné antioxidaxní a protizánětlivé účinky, urychluje 
hojení ran, zintenzivňuje účinky vitamínu C. Často je označován 
jako vitamin P.  
Výskyt Nachází se v rostlinách, ovocí (v citrusových plodech, černém čaji 
a jablečné slupce) a zelenině [15]. 
 
 
Flavonoidy dávají s amoniakem oranžové roztoky. V analytické separaci se osvědčila 
zejména rozdělovací chromatografie s  detekcí v  UV oblasti, postřikem FeCl3 nebo 
amoniakálním AgNO3 [7]. 
 
 
2.2 Metody analýzy flavonoidů 
2.2.1 Izolace analytů 
Existují tři základní typy matric, které obsahují flavonoidy: rostliny, potraviny a kapalné 
vzorky, jako jsou biologická fluida a nápoje. Pevné vzorky bývají nejdřív homogenizovány, 
čemuž předchází sušení nebo zmrazení tekutým dusíkem, pak následuje izolace látek. 
Nejrozšířenější používaná technika je extrakce rozpouštědlem SE, která může být 
následována SPE. Méně používaná je extrakce typu Soxhlet. Kapalné vzorky bývají obvykle 
filtrovány nebo centrifugovány a analyty jsou izolovány pomocí LLE nebo SPE. Přehled 
metod předúpravy vzorků a finální analýzy flavonoidů je znázorněn na obrázku 7 [16]. 
Obyčejně jsou flavonoidy extrahovány z roslinných materiálů methanolem, ethanolem, vodou 
nebo jejich kombinací; v některých případech bývají rozpouštědla okyselena [17]. 
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Obrázek 7: Strategie stanovení flavonoidů v biologických fluidech, nápojích, rostlinách 
a potravinách: LLE – extrakce kapalina-kapalina, SE – extrakce rozpouštědlem, SPE – 
extrakce tuhou fází, SPME – mikroextrakce tuhou fází, GC – plynová chromatografie, 
LC – kapalinová chromatografie, MS – hmotnostní spektrometrie, MS/MS – tandemová 
hmotnostní spektrometrie, CE – kapilární elektroforéza, TLC – chromatografie na 
tenké vrstvě, FID – plamenový ionizační detektor, ECD – detektor elektronového 
záchytu, Q – kvadrupól, IT – iontová past, UV – spektrofotometrický detektor, FLU – 
fluorescenční detektor, NMR – nukleární magnetická rezonance, TOF – průletový 
analyzátor, ED – elektrochemický detektor [16] 
 
 
2.2.2 Extrakce kapalina – kapalina (Liquid-liquid extraction – LLE) 
Podmínkou extrakce je ustavení fázové rovnováhy mezi dvěma nemísitelnými kapalinami. 
Obecným základem extrakce je pravidlo „podobné se rozpouští v podobném“; proto musíme 
dosáhnout stavu, ve kterém rozpustnost extrahované látky v kapalině, z níž se extrahuje, je co 
nejmenší a naopak rozpustnost v kapalině, do které se extrahuje, je co největší. Dvě 
nemísitelné kapaliny jsou ve většině případů vodný roztok a roztok ve vhodném organickém 
rozpouštědle [18]. 
 
LLE možno rozdělit podle: 
- druhu extrahované látky 
a) organické látky lze extrahovat přímo do vhodného rozpouštědla, 
b) anorganické látky se nejdřív musí převést na komplexní sloučeniny; 
- způsobu provedení 
a) jednostupňová – ustavení jediné rovnováhy mezi fázemi, 
b) mnohastupňová – opakovaná jednostupňová v několika oddělených krocích, 
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c) kontinuální – ustavení mnoha rovnováh; nemísitelné fáze jsou trvale ve styku 
v protiproudém pohybu [19]. 
 
2.2.3 Extrakce tuhou fází (Solid-Phase Extraction – SPE) 
Extrakce tuhou fází (Solid Phase Extraction – SPE) je jednostupňová metoda rozdělení 
analytu mezi dvě nemísitelné fáze, z nichž jedna je tuhá. Do ní přechází analyt z plynné nebo 
kapalné fáze. Používá se k odběru a úpravě vzorku, a to nejčastěji ve spojení se separačními 
metodami. Metoda SPE nabízí dobrou selektivitu a úsporu organických rozpouštědel. Lze ji 
snadno automatizovat a navázat na další instrumentální metody. 
Základní částí jsou extrakční kolonky na jedno použití o různých velikostech a náplních 
sorbentů. Kapalný vzorek je veden přes SPE kolonku; během procesu dochází k zadržování 
molekul látek ze vzorku na tuhém sorbentu. Požadované analyty jsou z kolonky eluovány 
vhodně zvoleným rozpouštědlem. Získáváme čistý extrakt, který má vyšší koncentraci analytu 
jako původní vzorek. 
Sorbenty jsou v  kolonce uzavřeny fritami z polyethylenu, případně oceli nebo 
polytetrafluorethylenu. Kolonky SPE obsahují sorbenty založené na bázi chemicky 
modifikovaných částic silikagelu.  
Mezi analytem a sorbentem se uplatňují molekulární interakce: 
- van der Waalsovy síly 
- vodíkové vazby a dipól-dipólové interakce 
- kation-aniontové interakce [18,19]. 
 
 
 
Obrázek 8: Extrakce tuhou fází [20] 
 
2.2.4 Mikroextrakce tuhou fází (Solid-Phase Microextraction – SPME) 
Mikroextrakce tuhou fází je metoda přípravy vzorku pro plynovou chromatografii. Může 
zachytávat těkavé i netěkavé sloučeniny v tekutých nebo plynných vzorcích [21]. 
Tato metoda je rychlá, ekonomická a univerzální pro mnoho aplikací. Vlákno, na které se 
adsorbují sledované analyty, je potaženo polymerním materiálem, v některých případech ve 
směsi s pevným adsorbentem. SPME nepotřebuje rozpouštědla ani složitou aparaturu. Zachytí 
těkavé i netěkavé sloučeniny z plynných, kapalných a pevných vzorků. 
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Podle povahy vrstvy jsou složky vzorku na vlákno buď absorbovány (polymerní vrstva) nebo 
adsorbovány (vrstva pevné fáze). Analyty jsou poté desorbovány přímo do plynového 
chromatografu nebo pomocí interface do kapalinového chromatografu [22]. 
 
 
 
Obrázek 9: Mikroextrakce tuhou fází [22] 
 
 
2.3 Metody finální analýzy 
Jednou z nejužívanějších separačních metod je chromatografie, při které se oddělují složky ve 
vzorku. Vzorek se nanáší mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze – nepohyblivou stacionární a 
pohyblivou mobilní. Vzorek je pohybem mobilní fáze unášen přes fázi stacionární. Složky 
vzorku mohou být stacionární fází zachycovány. Více se zdrží složky, které jsou stacionární 
fází poutány silněji. Tím se postupně složky od sebe separují a na konec stacionární fáze se 
dostávají složky méně zadržované [19]. 
  
Chromatografické metody lze rozdělit z několika hledisek: 
a) podle podstaty separačního procesu 
 
Chromatografická metoda Povaha určujícího procesu 
adsorpční adsorpce 
rozdělovací extrakce, rozpouštění 
iontově-výměnná elektrostatická interakce a difúze 
gelová difúze 
afinitní specifická interakce s afinantem 
 
 15 
b) podle pracovní techniky 
- frontální chromatografie 
- vytěsňovací chromatografie 
- eluční chromatografie [18] 
 
c) podle uspořádání aparatury 
- v kolonovém uspořádání – kapalinová, plynová 
- v plošném uspořádání – papírová, tenkovrstvá [23] 
 
Často využívanými finálními metodami analýzy organických látek jsou tandemové techniky, 
které jsou kombinací separační a spektrální metody, jako například plynová chromatografie 
s hmotnostně spektrometrickou detekcí. 
 
2.3.1 Chromatografie na tenké vrstvě (Thin-layer Chromatography – TLC) 
Chromatografie na tenké vrstvě je jedna z nejužívanejších chromatografických metod. 
Stacionární fázi tvoří vhodný materiál nanesený v rovnoměrné tenké vrstvě – desce. Dělení je 
založeno na adsorpci, rozdělení, iontové výměně nebo na kombinaci těchto mechanismů a 
dochází k němu migrací (vyvíjením) rozpuštěných látek v rozpouštědle nebo vhodné směsi 
rozpouštědel (mobilní fáze) tenkou vrstvou (stacionární fáze) [24]. 
 
Mobilní fáze 
Jako MF se v TLC používají směsi rozpouštědel. Jejich složení závisí na struktuře 
analyzovaných látek a na použité stacionární fázi. Při výběru MF platí základní pravidlo, že 
„podobné se rozpouští v podobném“. 
 
Stacionární fáze 
Používají se stejné materiály jako v kolonové chromatografii: adsorbenty (nejčastěji), měniče 
iontů, chemicky vázané fáze, chirální fáze nebo směsné fáze nanesené v tenké vrstvě 
na podložce. Pro lipofilní látky (hydrofóbní) se používají adsorbenty oxid hlinitý (alumina), 
silikagel, polyamid nebo acetylovaná celulosa. Pro hydrofilní látky se doporučuje celulosa, 
měniče iontů, křemelina, polyamidy a chemicky vázané reverzní fáze. 
Kvalitní TLC desky se vyznačují homogenním pokrytím i tloušťkou vrstvy, vysokou hustotou 
náplně, dobrou přilnavostí vrstvy a konzistentními chromatografickými vlastnostmi. Vrstva 
stacionární fáze je umístěna na skleněné, hliníkové nebo plastové desce a její tloušťka se 
pohybuje od 0,1 do 0,5 mm pro analytické účely.  
 
Silikagel je nejrozšířenejší stacionární fází v TLC. Je to silně polární, slabě kyselý adsorbent 
s velkým měrným povrchem, objem pórů činí asi 0,75 ml.g-1 a velikost částic zhruba 5-17 µm. 
 
Alumina (oxid hlinitý) se používá méně než silikagel. Je nutné v něm kontrolovat obsah 
vody, protože molekuly vody se na aluminu ochotně adsorbují a tím konkurují adsorpci 
polárních solutů.  
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Obrázek 10: Pracovní postup v TLC – a) nanesení vzorku, b) vzlínání MF póry vrstvy a 
separace analytů, c) výsledný chromatogram [18] 
 
Vyvíjení chromatogramu 
Existují různé typy vyvíjení chromatugramu (Obrázek 11). Nejběžnější je vyvíjení vzestupné, 
v PC se používá vyvíjení sestupné. Při dvourozměrném vyvíjení se postupuje tak, že po 
vyvíjení v jednom směru se deska vysuší, otočí se o 90° a vyvíjí se znovu jinou soustavou 
rozpouštědel. Při kruhovém (radiálním) vyvíjení se eluent přivádí do středu desky a složky 
migrují k jejímu obvodu. Při vícenásobném vyvíjení se na danou desku postupně aplikují 
různé mobilní fáze [18]. 
 
 
 
Obrázek 11: Způsoby vyvíjení [18] 
 
Vyhodnocování chromatogramu 
Pokud analyzované látky nejsou barevné, je nutné skvrny vizualizovat. Vizualizaci je možné 
provést několika způsoby – postřik činidlem, UV zářením, fluorescencí. Látky se identifikují 
na základě hodnot retenčního faktoru Rf a jejich shody se standardy [13]. 
Retenční faktor se určí ze vztahu 
a
bR f = , kde a je vzdálenost čela od startu a b je vzdálenost 
středu skvrny od startu (Obrázek 12) [18]. 
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Obrázek 12: Chromatogram v TLC [18] 
 
TLC se používá na analýzu flavonoidů už od šedesátých let. Stacionární fází bývá silica. 
Detekce se provádí UV lampou o vlnových délkách 350-365 nm nebo 250-260 nm [12]. 
Pomocí této metody byly identifikovány deriváty kaempferolu a quercetinu v listech čemeřice 
[25]. Běžně se používá na chemickou analýzu lékořice [26]. 
 
2.3.2 Plynová chromatografie (Gas Chromatography – GC) 
V plynové chromatografii je mobilní fází nosný plyn, nejčastěji se používá helium, vodík 
a dusík. Vzorek se nastřikuje do proudu nosného plynu, zplyňuje se a dál je unášen do kolony 
se stacionární fází. Po průchodu kolonou jsou složky indikovány detektorem 
a vyhodnocovány programem počítače (Obrázek 13). 
Kolony používané v plynové chromatografii 
a) náplňové, 
b) kapilární. 
Tato metoda je použitelná na látky nebo jejich deriváty, které lze převést do plynné fáze za 
použitých teplot [27]. 
 
Detektory v plynové chromatografii 
Detektory jsou konstrukční části měřících zařízení, ve kterých je fyzikálně chemická vlastnost 
analytu převáděna na měřitelný, zpravidla elektrický signál. Metoda plynové chromatografie 
se vyznačuje jak největší variabilitou detekčních možností, tak i detektory s největší citlivostí 
a největší selektivitou mezi všemi separačními metodami. Signál detektoru je zpracován 
programem počítače [18]. 
 
Tepelně-vodivostní detektor (Thermal Conductivity Detector – TCD) 
Měří změny tepelné vodivosti mobilní fáze způsobené přítomností eluované látky. Detektor 
má dva paralelní kanálky, jeden referenční s konstatním průtokem nosného plynu a druhý 
měrný, který je připojen na výstup do kolony. V kanálcích jsou umístěna žhavená tělíska 
ve formě drátků zalitých ve skle, termistorů nebo tranzistorů. Měření s detektorem tepelné 
vodivosti je založeno na měření změn odporu měrného vlákna, kterým prochází proud a které 
je umístěno v prostředí o tepelné vodivosti [18]. 
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Plamenově ionizační detektor (Flame Ionization Detector – FID) 
Podstata spočívá v měření změny ionizačního proudu vodíko-vzduchového plamene 
způsobené přítomností eluovaného analytu. Detektor je tvořen hořákem, do kterého ústí 
výstup z kolony a přívod vodíku. Nad ústím hořáku jsou umístěny sběrné elektrody iontů 
a elektronů vzniklých při hoření vodíku a analytu a dále přívod vzduchu pro difúzní plamen 
[18]. 
 
Detektor elektronového záchytu (Electron Capture Detector – ECD) 
Radioaktivní zářič 63Ni svým zářením β (proud rychlých elektronů) ionizuje molekuly dusíku 
jako nosného plynu a vyvolává ionizační proud −+− +→+ eNN 222 β . 
Uvolňují se pomalé elektrony, které zachycují elektronegativní atomy složek a tím snižují 
ionizační proud. Velmi citlivý je na halogenované sloučeniny, dále je citlivý na sloučeniny 
obsahující fosfor, kyslík, síru, olovo, nitrosloučeniny a areny [19]. 
 
Hmotnostně spektrometrický detektor (Mass Spectrometric Detector – MS) 
Nejčastěji je tento detektor používán v kombinaci s plynovou chromatografii. Řada jeho 
detekčních variant vede k vysoké selektivitě a snížení zbytkové nejistoty identifikace. MS je 
používán pro analýzy komplexních matric. Jeho citlivost je až 1000 krát menší než pro FID 
[18]. 
 
 
 
Obrázek 13: Schéma plynového chromatografu [23] 
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Už v šedesátých letech minulého století byla plynová chromatografie použita při analýze 
flavonoidů. GC poskytuje dobré výsledky a nízké detekční limity, ale je velmi pracná 
vzhledem k nutnosti provádět derivatizaci, která je nevyhnutelná pro zvýšení volatility 
flavonoidů a zlepšení jejich teplotní stability. V mnohých případech je doporučena forma 
trimethylsilylester (TMS) derivátů. V současnosti jsou nejběžněji používanými 
derivatizačními činidly N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetatamide (BSTFA) a N-(tert-
butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide (TBDMS) [16]. 
 
2.3.3 Plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí (GC/MS) 
Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda určování hmotností atomů, molekul 
a jejich částí po jejich převedení na kladné nebo záporné ionty. Vzniklé ionty jsou separovány 
na základě poměru jejich hmotnosti a náboje. Má dobrou vypovídací schopnost o struktuře 
analyzovaných látek.  
 
Základní stavební prvky hmotnostního spektrometru a jejich funkce: 
Vstup – převedení vzorku do prostoru iontového zdroje. 
Iontový zdroj – převede analyzované látky do iontového stavu. 
Hmotnostní analyzátor – umožňuje rozdělit v prosteoru nebo čase směs iontů o různých 
poměrech hmotnosti ku náboji. 
Detektor – poskytuje analogový signál, který je úměrný počtu dopadajících iontů. 
Počítač – programovým vybavením zpracuje signál do formy hmotnostních spekter. 
Vakuový systém – udržuje dostatečně nízký tlak za provozních podmínek. 
 
Primárním předpokladem úspěšného spojení GC/MS je dostatečně výkonný čerpací systém, 
schopný s rezervou odčerpat nadbytek nosného plynu z prostoru ionizace. Aplikovatelnost 
metody sahá do oblasti stopové a ultrastopové analýzy. Metoda se využívá v potravinářském, 
kosmetickém a farmaceutickém průmyslu, toxikologii a ekologii [13,14]. 
Finální analýze flavonoidů pomocí plynové chromatografie s  hmotnostně spektrometrickou 
detekcí předchází derivatizace analytů. Hmotnostní spektrometrická detekce je preferovanější 
než FID a TCD. Některé zdroje uvádějí, že GC/MS se používá na stanovení flavonoidů 
v potravinách a potravinových doplňcích, jako jsou sojové produkty a ovoce [16]. 
 
2.3.4 Kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography – LC) 
Je to separační metoda, v které je mobilní fází kapalina. O separaci složek vzorku rozhodují 
nejen jejich interakce se stacionární fází, ale velmi výrazně použitá mobilní fáze. Z čerpadla 
se mobilní fáze vede do dávkovacího zařízení. Dávkované vzorky jsou vedeny do kolony, ze 
které je eluát veden do detektoru, signál je zpracován počítačem (Obrázek 14). 
 
Základní části kapalinového chromatografu a jejich funkce: 
Čerpadlo – pístové nebo membránové, čerpá se kapalina do kolony. 
Směšovací zařízení – může připravovat směs kapalin o stálém složení nebo řídit změny ve 
složení výsledné mobilní fáze. 
Dávkovací zařízení – dávkování injekční stříkačkou. 
Kolony – používají se pouze náplňové. 
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Nastavení teploty – většina separací probíhá při laboratorní teplotě, některé se zlepší 
zvýšením teploty. 
 
 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Slouží k separaci komplikovaných směsí látek. Výhodou HPLC je široká oblast použitelnosti: 
lze analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i 
vysokomolekulární. Nevýhodou je náročnější instrumentace a složitější mechanismus 
separace [18]. 
 
Detektory v kapalinové chromatografii 
 
Spektrofotometrický detektor – patří k nejpoužívanějším v HPLC, lze jimi detekovat velký 
počet látek; základním požadavkem je nízká absorbance mobilní fáze při použité vlnové délce 
detekce. Nejčastěji se používají dvoupaprskové spektrofotometry s průtokovou detekční 
celou. 
 
Fluorimetrický detektor – je selektivní pro látky, které mají přirozenou fluorescenci. 
 
Refraktometrický detektor – měří se rozdíl indexů lomu solutu v mobilní fázi proti mobilní 
fázi; nevýhodou je závislost indexu lomu na teplotě. 
 
Elektrochemický detektor – založen na měření vodivosti nebo na měření elektrického 
proudu odpovídajícího oxidaci nebo redukci analytů; využívá se zejména při  analýze 
aromatických aminů a fenolů v environmentálních matricích a biologických vzorcích [18]. 
 
LC se obvykle provádí při laboratorní teplotě, někdy je doporučena zvýšená teplota (do 40°C) 
vzhledem ke zkrácení času analýzy [16]. Pomocí HPLC byly identifikovány dva flavonoidy 
přítomné v semenách rostliny Glinus lotoides [28].  
 
 
 
Obrázek 14: Schéma kapalinového chromatografu [29] 
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2.4 Jehličnaté stromy a mechy 
2.4.1 Borovice (Pinus) 
Borovice černá (Pinus nigra) 
Jehličnatý, hluboce kořenící strom, dorůstající do výšky 15–25(50) m, s korunou v mládí úzce 
kuželovitou, ve stáří široce rozložitou až deštníkovitou. Borka kmene je v mládí hladká, 
později hluboce brázditá, šedohnědá až šedočerná. Letorosty silné, zelenohnědé, lysé, pupeny 
hnědavé, kuželovitě válcovité, pryskyřnaté, 2 cm dlouhé. Jehlice ve svazku po 2, 8–12(15) cm 
dlouhé, tuhé, pichlavé. Šišky vejcovité, 5–8 cm dlouhé, světle hnědé, lesklé. Dožívá se až 
1000 let. Jehlice po 2 ve svazečku, pryskyřičnaté pupeny, hnědočerný vnitřek šupin šišek 
[30]. 
 
 
 
Obrázek 15: Borovice černá (Pinus nigra) 
 
Borovice lesní (Pinus sylvestris) 
Semena borovice pinie, olejnatá měkká jádra, známá jako piniové oříšky, které mají lehce 
nasládlou chuť a konzumují se buď syrové nebo pražené. Jehličí borovice je velmi 
aromatické. Podle druhu může být měkké, špičaté nebo tuhé. Šišky jsou šupinaté útvary 
kuželovitého tvaru, které uzrávají během dvou let. Kůra v závislosti na druhu může být velmi 
rozdílná. Zbarvení sahá od světle šedé přes oranžovou až po tmavěhnědou. Povrch kůry je 
popraskaný a šupinatý. Semena jsou uložena v tvrdých šiškách. Jsou okřídlena, což usnadňuje 
jejich rozšiřování [31]. 
 
 
 
Obrázek 16: Borovice lesní (Pinus sylvestris) 
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2.4.2 Jedle (Abies) 
Jedle bělokorá (Abies alba) 
Velký strom s plnodřevným válcovitým kmenem, kuželovitou až válcovitou, velmi 
pravidelnou korunou. Ve vysokém věku přerůstají boční větve terminál a na vrcholu koruny 
vzniká tzv. „čapí hnízdo“. Dorůstá do výšky 30–60 m a 1–2 m do průměru kmene. Kořen je 
kůlový až srdcovitý a vyznačuje se hluboko sahajícími panohovými upevňovacími kořeny. 
Kůra s pryskyřičnými kanálky je hladká, bělošedá, později podélně rozpukaná, šedá. Dřevo je 
nažloutle bělavé, s ostře ohraničenými letokruhy, bez pryskyřičných kanálků. Pupeny vejčité, 
hnědé, bez pryskyřice. Jehlice dvouřadě uspořádané, u plodonosných větví kryjí výhon, 18–
30 mm dlouhé, asi 2 mm široké, ploché, na líci tmavě zelené, lesklé s rýhou, na rubu se 2 
světlými pruhy, na vrcholu většinou slabě vykrojené, u plodonosných větví oblé, špičaté [32]. 
 
 
 
Obrázek 17: Jedle bělokorá (Abies alba) 
 
 
2.4.3 Smrky (Picea) 
Smrk stříbrný (Picea pungens) 
Smrk stříbrný se nazývá i smrk pichlavý. Je vysoký 30-50 m, má husté, velmi krátké větve. Je 
nejrozšířenějším pěstovaným smrkem v evropských parcích a zahradách. Má silně 
přeslenovitě uspořádané větve a kmen s šedohnědou brázditou borkou. Mladé větévky jsou 
žlutohnědé, pupeny okrouhle tupé, nepryskyřičnaté, rašící později než u jiných druhů smrků. 
Mladé jehlice jsou měkké, modrozelené, dospělé jsou ale velmi tuhé, pichlavé, čtyřhranné, 
zakřivené, odstávající do všech stran, velmi proměnlivé ve vybarvení. Šišky jsou 5-10 cm 
dlouhé, v mládí zelené, ve zralosti pískově béžové. Plodní šupiny mají měkké, ohebné, na 
konci vlnitě vykousané [31]. 
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Obrázek 18: Smrk stříbrný (Picea pungens) 
 
Smrk ztepilý (Picea abies) 
Je vysoký 50 m, má úzce jehlancovitou korunu. Má šupinovou borku a větve vyrůstající 
v přeslenech. Větévky mají charakteristické listové polštářky, oddělené rýhami. Jehlice 
vyrůstají ve šroubovici. Na průřezu jsou většinou čtyřhranné a průchody mají na všech 
čtyřech stranách. Pupeny jsou úzce kuželovité, nepryskyřičné, s přitisknutými šupinami. 
Samčí květní šištice jsou červeně purpurové, až 2,5 cm dlouhé, samičí šištice vyrůstají na 
koncích loňských výhonů a poté dorůstají v nerozpadavé, převislé šišky, až 16 cm dlouhé, 
válcovité, s tvrdými šupinami velice proměnlivých tvarů. Mladé šišky bývají buď fialově 
purpurové nebo zelené. Staré šišky mají základní barvu světle hnědou, semena jsou 
tmavohnědá, dole zašpičatělá, mají trojnásobně dlouhé křídlo [31]. 
 
 
 
Obrázek 19: Smrk ztepilý (Picea abies) 
 
2.4.4 Mechy (Bryophyta) 
 
Ploník ztenčený (Polytrichum formosum) 
Patří do rodu mechorostů a třídy mechů. Typický mech nesmíšených jehličnatých porostů, 
indikuje zde střední až lepší stanoviště. Optimálně roste na humózních, hlinitých až jílovitých 
půdách. V listnatých lesích ukazuje na špatně probíhající humifikaci [33]. 
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Kostrbatec větevnatý (Rhytidiadelphus subpinnatus) 
Tvoří zelené, žlutozelené nebo nahnědlé koberce. Lodyhy jsou až 12 cm dlouhé, 
červenohnědé, spíše poléhavé, špičky lodyh nejsou vzpřímené, lodyhy i s listy jsou až 4 mm 
silné, téměř pravidelně 1-2 × zpeřené, na příčném řezu oválné, s úzkým středním svazkem. 
Větve jsou až 2 cm dlouhé. Pseudoparafylie široce trojboké. Axilární vlásky ze 4 – 6 buněk, 
150 – 200 µm dlouhé, koncová buňka 50 × 8 µm. Lodyžní listy nejsou tak hustě natěsnané 
(takže lodyha je mezi listy přímo vidět), silně kostrbatě odstálé, hladké, na bázi trojboké až 
srdčité, náhle zúžené do kanálkovité dlouhé špičky, čepel na okraji plochá, zubatá, žebro 
dvojité, dosahuje 1/5 – 1/3 délky listu. Buňky uprostřed čepele jsou hladké, při bázi listu 
kratší, nažloutlé nebo hnědé, křídelní buňky výrazně odlišné. Větevní listy podobné lodyžním, 
ale užší. 
Vzácně plodný. Štět až 3,5 cm dlouhý. Tobolka 2 mm dlouhá, oválná, vodorovná, víčko 
kónické, ostře špičaté. Zuby vnějšího obústí hnědé, při bázi na vnější straně příčně brázděné, 
až 0,6 mm dlouhé. Výtrusy 18 – 20 µm, většinou hladké [34]. 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem této bakalářské práce bylo stanovit obsahové látky typu flavonoidů v jehličí a mechu. 
Pro splnění cílů bylo nutné provést následující úkony: 
- shrnutí problematiky analýzy flavonoidů, 
- odběr vzorků jehličí a mechu, 
- zpracování vzorků na formu analytického vzorku, 
- provedení identifikace obsahových látek pomocí TLC, 
- u vybraných vzorků provedení identifikace obsahových látek pomocí GC/MS, 
případně pomocí HPLC. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použitý materiál 
Jako biologický materiál k analýze bylo použito jehličí a mechy. Z jehličnatých stromů byly 
vybrány borovice, jedle a smrky – od každého typu 10 vzorků. Konkrétní druhy odebraného 
jehličí pocházelo z borovice černé, borovice lesní, jedle bělokoré, smrku stříbrného a smrku 
ztepilého. Z mechů byly vzorkovány kostrbatec větevnatý a ploník ztenčený, od každého 
z nich po 5 vzorcích. Všechny lokality, kde byly odebírány vzorky, jsou uvedeny v tabulce 7. 
 
Tabulka 7: Seznam lokalit odběru vzorků 
 
Borovice Jedle 
Kramolín Doubravník 
Hartvíkovice Žermanice 
Mohelno, Skryjský mlýn Borová, okr. Jindřichův Hradec 
Přední Arnoštov Brno – Židenice 
Skorotice, Vysočina Stříbrnice, paseky 
Letovice, přehrada Krokočín – Velká Bíteš 
Plzeň Zadní Arnoštov 
Krokočín Horní Bludovice, č.p. 7 
Brušperk Lelekovice, Babí lom „U Jelínka“ 
Žermanice Považská Bystrica, SK 
 
Smrk Kostrbatec větevnatý 
Hartvíkovice, před mostem 420 m Doubravník 
Hartvíkovice, za mostem 424 m Plzeň 
Přední Arnoštov Zadní Arnoštov 
Zadní Arnoštov Milotice nad Opavou 
Brno – Ořešín Horný Moštenec, SK 
Skorotice, Vysočina Ploník ztenčený 
Doubravník Doubravník 
Letovice, přehrada Zadní Arnoštov 
Ostrava – Bartovice Jamartice 
Krokočín – Velká Bíteš Milotice nad Opavou 
 Komárov 
 
4.2 Chemikálie, standardy a technické plyny 
4.2.1 Chemikálie 
• Acetonitril for HPLC gradient, Sigma-Aldrich 
• Dichlormethan HPLC, Lachema 
• Ethanol pro chromatografii, Merck 
• Ethyl acetát pro HPLC, Lach-ner 
• Isopropanol, Sigma-Aldrich 
• Kyselina mravenčí p.a., Penta 
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• Kyselina octová 98%, Lach-ner 
• Methanol pro HPLC, Lach-ner 
• MilliQ voda 
• Tetrahydrofuran, Sigma-Aldrich 
4.2.2 Standardy 
• Kaempferol 90% HPLC, Sigma 
• Myricetin ≥96.0%, Sigma 
• Quercetin dihydrate, Biochemika ≥98.0% HPLC, Fluka 
• Rutin hydrate 95% HPLC, Sigma 
4.2.3 Technické plyny 
• Dusík 99,996% pro vysoušení, Messer 
• Nosný plyn plynového chromatografu – helium, Nesseč 
 
4.3 Přístroje, zařízení a software 
4.3.1 Přístroje a pomůcky 
Přístroje 
• BÜCHI rotační vakuová odparka (Německo) 
• EVATERM (Labicom, ČR) 
• Magnetická míchačka s ohřevem MK 418 
• SPME vlákno PDMS-DVB, 60 µm, fy SUPELCO (USA) 
• UV lampa 246 a 365 nm 
• Analytické váhy (Mettler, Německo) 
 
Pomůcky a laboratorní sklo 
• ALUGRAM® SIL G for TLC chromatografické desky, 10 x 20 cm, 0.20 mm Silica 
gel 60 without fluorescent indicator 
• Chromatografické kyvety s víkem 
• Baňky se zátkou 
• Filtry na stříkačky 
• Kádinky 
• Mikropipeta o objemu 2-20 µl 
• Nálevky 
• Odměrné baňky 
• Pipety 
• Stříkačky na filtraci 
• Vialky o objemu 10 ml, Labicom 
4.3.2 Systém GC/MS 
• GC/MS-TOF (Pegasus IV D, firma LECO, USA) 
• Kolona: HT-5 (30 m · 250 µm; 0,1 µm) 
4.3.3 Systém HPLC 
Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series  
• gradientové kvarterní čerpadlo 
• vakuový odplyňovač 
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• automatický dávkovač 
• termostat kolony 
• UV-VIS detektor s diodovým polem 
Kolona: Elipse XDB C18 (4,5 ·150 mm; 5 µm) 
4.3.4 Softwarové vybavení 
• LECO® ChromaTOFTM optimalized for Pegasus 4D 
• ChemStation for LC 3D Rev. B.01.01 
• Microsoft Windows XP 
• Microsoft Office 2003 
 
4.4 Pracovní postup 
4.4.1 Příprava roztoků standardů 
Pro TLC byly připraveny roztoky standardů kaempferolu, myricetinu, quercetinu a rutinu 
v ethanolu o koncentraci 1 mg·ml-1. Tato metoda byla prováděna proto, že je doporučována 
Českým farmaceutickým kodexem [35]. 
Pro LC byly připraveny roztoky standardů v methanolu o koncentraci 1 mg·ml-1. 
4.4.2 Příprava vzorků 
Nasbírané vzorky jehličnanů a mechů byly nastříhány na malé kousky. Na analytických 
vahách byl navážen 1 g z každého vzorku, který byl umístěn do baňky se zátkou. Jehličnany 
byly zality 10 ml ethanolu, mechy byly zality 50 ml ethanolu. Vzorky byly extrahovány po 
dobu 2 dní. Extrakty jehličnanů byly zfiltrovány do vialek o objemu 10 ml a zakoncentrovány 
dusíkem na objem 1 ml, extrakty mechů byly zfiltrovány, odpařeny na rotační vakuové 
odparce a následně zakoncentrovány pod dusíkem na objem 1 ml. 
4.4.3 Postup TLC 
Chromatografická deska se nejdřív nechala vyvíjet ethanolem jako mobilní fází, následně byla 
vysušena na vzduchu. Mikropipetou byly na start desky nanášeny nejdřív kapky standardů 
rozpuštěné v ethanolu, následně kapky vzorků o objemu 20 µl a deska se nechala opět vyvíjet 
v chromatografické kyvetě s víkem po dobu přibližně 3 až 4 hodin pomocí zvolené mobilní 
fáze. Když mobilní fáze dosáhla čela, byla deska vyjmuta z chromatografické kyvety 
a vysušena na vzduchu. Detekce byla provedena pomocí UV lampy o vlnových délkách 264 
a 365 nm. Byly vypočteny retenční faktory. 
4.4.4 Postup GC/MS 
4.4.4.1 Podmínky plynového chromatografu 
GC 
Kolona: HT-5 (30 m · 250 µm; 0,1 µm) 
Nástřik splitless; SPME; He 1 ml·min-1 
250°C inlet 
Teplotní program: 
40°C po dobu 2 min; 10°C/min do teploty 220°C; 15°C/min do teploty 320°C 
 
MS 
Rozmezí hmot 35-500 
Scanovací rychlost 3 sp/s 
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Napětí na detektoru 1850 V 
Teplota iontového zdroje 250°C 
4.4.4.2 Optimalizace podmínek 
Nejprve byly optimalizovány podmínky pro metodu – vzorek byl proměřen při 3 různých 
teplotách a při třech rozdílných časech absorpce, s rychlostí míchání 100 otáček za minutu. 
- při 25 °C, 5 min  
- při 25 °C, 10 min 
- při 25 °C, 15 minut 
- 5 min, při 25 °C 
- 5 min, při 40 °C 
- 5 min, při 60 °C 
Získané chromatogramy nám umožnily zvolit optimální podmínky pro metodu GC/MS. 
4.4.4.3 Měření vzorků 
Vzorek se nechal sorbovat na vlákno SPME po dobu 5 minut, přičemž byl vytemperovaný na 
teplotu 40°C. Následně bylo vlákno zasunuto do chromatografu a meření probíhalo po dobu 
30 minut. 
4.4.5 Postup HPLC 
4.4.5.1 Podmínky kapalinového chromatografu 
Kolona: Elipse XDB C18 (rozměry 4,5 x 150 mm; velikost částic 5 µm) 
Izokratická eluce 
Mobilní fáze: ACN:H2O, začínalo se s poměrem 10:90 (0 min), postupně se přecházelo na 
100:0 (v 15 min) 
Průtok MF: 1 ml/min 
Nastavení DAD: 254 nm, spektrum 200 – 400 nm 
Nástřik: 5 µl 
Teplota termostatu: 30°C 
4.4.5.2 Měření vzorků 
Na kapalinovém chromatografu byly změřeny retenční časy roztoků standardů v methanolu 
a také jejich UV-VIS spektra. 
Vzorky byly zfiltrovány přes stříkačku s filtrem a byly proměřeny za stejných podmínek jako 
standardy. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Chromatografie na tenké vrstvě 
Při stanovení flavonoidů pomocí metody TLC bylo vyzkoušeno 10 typů mobilních fází. Byla 
použita fyzikální detekce, která byla provedena pomocí UV lampy nastavené na vlnové délky 
246 a 365 nm. V rámci experimentální práce bylo ověřováno několik mobilních fází, které 
jsou dále uvedeny. 
 
Použité mobilní fáze 
EtAc : FA : destilovaná voda (80:10:10) 
EtAc : FA : destilovaná voda (70:20:10) 
EtAc : FA : destilovaná voda (70:15:5) 
EtAc : FA : destilovaná voda (60:20:20) 
EtAc : FA : destilovaná voda (60:30:10) 
EtAc : FA : AcOH : destilovaná voda (100:11:11:26) 
DCM : EtAc : FA (85:15:0,5) 
Me2O-iPrOH (6:4) 
50% THF 
Chloroform : MeOH : FA (60:20:20) 
 
Ve většině MF se vzorky dobře neseparovaly, ale spíše stoupaly spolu s mobilní fází až k čelu 
chromatogramu (Příloha 1). Nejlepší výsledky, tj. nejlepší separace jednotlivých složek, byly 
získány v případě použití mobilní fáze 50% THF (Příloha 2). U každé detekované skvrny byly 
vypočteny rozdělovací faktory Rf. V případě, že skvrny nebyly vůbec detekovány, není 
v následujících tabulkách hodnota Rf  vůbec uvedena. Pokud nebyly flavonoidy jednoznačně 
identifikovány, ale porovnáním s atlasem TLC spekter lze předpokládat, že se jedná o 
flavonoidy, tak jsou v  tabulkách ve sloupcích obsahová látka označeny kurzivou jako 
„flavonoidy“ [36]. 
V tabulce 8 jsou prezentovány retenční faktory pro čtyři použité standardy. Jejich hodnoty se 
pohybovaly v rozmezí 0,52 – 0,85.  
 
Tabulka 8: Retenční faktory standardů 
 
Standard Rf 
kaempferol 0,57 
myricetin 0,85 
quercetin 0,52 
rutin 0,64 
 
 
Tabulka 9: Borovice – Kramolín 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
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Tabulka 10: Borovice – Hartvíkovice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 11: Borovice – Mohelno, Skryjský mlýn 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Z následujících tří tabulek 9 až 11, pomocí kterých byla hodnocena identifikace flavonoidů 
v jehličí borovic z Kramolína, Hartvíkovic a Mohelna-Skryjského mlýna vyplývá, že v tomto 
případě nebyly detekovány žádné skvrny, a proto nemohly být identifikovány flavonoidy jako 
obsahové látky přítomné v jehličí.  
Jednoznačně identifikován byl pouze myricetin, a to v jehličí borovic odebraných ve 
Skoroticích (Vysočina), Letovice – přehrada a Krokočín. U ostatních borovic, u kterých byly 
detekovány skvrny, bylo možné obsahové látky, a to na základě porovnání se standardy 
a s atlasem spekter, označit souhrnným názvem flavonoidy. 
 
 
Tabulka 12: Borovice – Přední Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,69 flavonoidy 
2 0,78 flavonoidy 
 
 
Tabulka 13: Borovice – Skorotice, Vysočina 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,82 myricetin 
2 0,86 flavonoidy 
 
 
Tabulka 14: Borovice – Letovice, přehrada 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,82 myricetin 
2 0,86 flavonoidy 
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Tabulka 15: Borovice – Plzeň 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,46 flavonoidy 
 
 
Tabulka 16: Borovice – Krokočín 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,82 myricetin 
2 0,86 flavonoidy 
 
 
Tabulka 17: Borovice – Brušperk 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 18: Borovice – Žermanice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Skvrny odpovídající flavonoidům nebyly detekovány ani v dalších vzorcích borovic, jedlí 
a smrků. Jednalo se o borovice z Brušperka a Žermanic (tabulky 17 a 18), jedle 
z Doubravníku, Žermanic, Borové, Lelekovic a Považské Bystrice (tabulky 19 – 21, 27, 28) 
a smrky z Hartvíkovic, lokality před mostem a za mostem, Předního Arnoštova, Ostravy-
Bartovic a Kokočína u Velké Bíteše (tabulky 29 – 31, 37 a 38).  
Jednoznačně prokázanými obsahovými látkami typu flavonoidů v jehličí jedlí byl myricetin, 
který byl stanoven v jehličí z lokality Brno – Židenice, Krokočín u Velké Bíteše a Zadní 
Arnoštov a rutin, identifikovaný u jedle z lokality Stříbrnice, paseky. 
Některé konkrétní obsahové látky typu flavonoidů byly identifikovány také v jehličí smrku, 
a to myricetin v lokalitách Zadní Arnoštov, Brno – Ořešín, Skorotice (Vysočina), 
Doubravník. U smrku byl ve dvou lokalitách (Doubravník, Letovice – přehrada) také 
jednoznačně prokázán kaempferol.  
Obdobné výsledky byly zjištěny také u mechů: u kostrbatce větevnatého byl identifikován 
rutin (Doubravník a Plzeň) a myricetin (Doubravník a Milovice nad Opavou), u ploníku 
ztenčeného rutin (Doubravník, Zadní Arnoštov a Komárov), myricetin (Doubravník) 
a kaempferol (Komárov). V ostatních případech byly obsahové látky označené souhrnným 
názvem flavonoidy. 
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Tabulka 19: Jedle – Doubravník 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 20: Jedle – Žermanice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 21: Jedle – Borová, okr. Jindřichův Hradec 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 22: Jedle – Brno, Židenice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,86 myricetin 
 
 
Tabulka 23: Jedle – Stříbrnice, paseky 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,60 rutin 
 
 
Tabulka 24: Jedle – Krokočín, Velká Bíteš 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,71 flavonoidy 
2 0,81 myricetin 
 
 
Tabulka 25: Jedle – Zadní Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,84 myricetin 
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Tabulka 26: Jedle – Horní Bludovice, č.p. 7 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,83 myricetin 
 
 
Tabulka 27: Jedle – Lelekovice – Babí lom „U Jelínka“ 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 28: Jedle – Považská Bystrica, SK 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 29: Smrk – Hartvíkovice, před mostem 420 m 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 30: Smrk – Hartvíkovice, za mostem 424 m 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 31: Smrk – Přední Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 32: Smrk – Zadní Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,07 flavonoidy 
2 0,26 flavonoidy 
3 0,70 flavonoidy 
4 0,82 myricetin 
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Tabulka 33: Smrk – Brno, Ořešín 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,07 flavonoidy 
2 0,27 flavonoidy 
3 0,70 flavonoidy 
4 0,82 myricetin 
 
 
Tabulka 34: Smrk – Skorotice, Vysočina 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,07 flavonoidy 
2 0,22 flavonoidy 
3 0,25 flavonoidy 
4 0,40 flavonoidy 
5 0,82 myricetin 
 
 
Tabulka 35: Smrk – Doubravník 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,07 flavonoidy 
2 0,24 flavonoidy 
3 0,25 flavonoidy 
4 0,35 flavonoidy 
5 0,59 kaempferol 
6 0,71 flavonoidy 
7 0,83 myricetin 
 
Tabulka 36: Smrk – Letovice, přehrada 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,07 flavonoidy 
2 0,24 flavonoidy 
3 0,33 flavonoidy 
4 0,58 kaempferol 
 
 
Tabulka 37: Smrk – Ostrava – Bartovice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
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Tabulka 38: Smrk – Krokočín – Velká Bíteš 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 - - 
 
 
Tabulka 39: Kostrbatec větevnatý – Doubravník 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,13 flavonoidy 
2 0,18 flavonoidy 
3 0,37 flavonoidy 
4 0,65 rutin 
5 0,74 flavonoidy 
6 0,79 flavonoidy 
7 0,85 myricetin 
8 0,89 flavonoidy 
 
 
Tabulka 40: Kostrbatec větevnatý – Plzeň 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,37 flavonoidy 
2 0,61 rutin 
 
 
Tabulka 41: Kostrbatec větevnatý – Zadní Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,37 flavonoidy 
 
 
Tabulka 42: Kostrbatec větevnatý – Milotice nad Opavou 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,19 flavonoidy 
2 0,40 flavonoidy 
3 0,45 flavonoidy 
4 0,84 myricetin 
 
 
Tabulka 43: Kostrbatec větevnatý – Horný Moštenec, SK, část PB 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,06 flavonoidy 
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Tabulka 44: Ploník ztenčený – Doubravník 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,11 flavonoidy 
2 0,17 flavonoidy 
3 0,34 flavonoidy 
4 0,65 rutin 
5 0,72 flavonoidy 
6 0,85 myricetin 
 
 
Tabulka 45: Ploník ztenčený – Zadní Arnoštov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,32 flavonoidy 
2 0,59 rutin 
 
 
Tabulka 46: Ploník ztenčený – Jamartice 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,32 flavonoidy 
 
 
Tabulka 47: Ploník ztenčený – Milotice nad Opavou 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,16 flavonoidy 
2 0,31 flavonoidy 
3 0,41 rutin 
4 0,52 flavonoidy 
 
 
Tabulka 48: Ploník ztenčený – Komárov 
 
Číslo skvrny Rf Obsahová látka 
1 0,06 flavonoidy 
2 0,19 flavonoidy 
3 0,40 rutin 
4 0,45 flavonoidy 
5 0,84 kaempferol 
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5.2 Plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí 
Uvedená metoda se ukázala být  pro dané hodnocení nevhodná, flavonoidy neposkytovaly 
žádnou odezvu, a proto bylo od použití této metody pro dané stanovení upuštěno. Stanovení 
pomocí plynové chromatografie by bylo vhodné pouze v případě zavedení derivatizace do 
metodického postupu. 
 
5.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Chromatografickou analýzou vzorků standardů byly získány jejich retenční časy (Tabulka 49) 
a také UV-VIS spektra (Příloha 4-7). Pomocí HPLC byly analyzovány tyto vzorky: 
- borovice – Skorotice, Vysočina; Letovice, přehrada; Krokočín; 
- jedle – Brno – Židenice; Zadní Arnoštov; Lelekovice, Babí lom „U Jelínka“; 
- smrky – Zadní Arnoštov; Skorotice, Vysočina; Ostrava – Bartovice; 
- kostrbatec – Zadní Arnoštov; Milotice nad Opavou; Horný Moštenec, SK; 
- ploník - Zadní Arnoštov; Jamartice; Komárov. 
 
V tabulce 49 jsou prezentovány retenční časy standardů sledovaných flavonoidů, na základě 
kterých byla prováděna identifikace jednotlivých obsahových látek. Současně s retenčními 
časy byla porovnávána také spektra těchto flavonoidů. Na základě tohoto komplexního 
posouzení bylo zjištěno, že pouze v mechu (kostrbatec větevnatý) byly jednoznačně 
identifikovány dvě látky, a to myricetin a kaempferol, který byl vzorkován v lokalitě 
Doubravník.  
Přestože nebylo v  jehličí a v  mechu jednoznačně identifikováno více flavonoidů lze 
konstatovat, že vyšetřované matrice obsahovaly některé flavonoidy. Ostatní flavonoidy mohly 
být vázány s dalšími obsahovými látkami přítomnými v rostlinných matricích, zejména 
s glykosidy a možná také s katechiny, které námi použité metody neuměly oddělit a separovat 
je jako individuální sloučeniny. Pro úplnou separaci by bylo vhodné použít metodu 
kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí, kterou jsme neměli pro naše účely 
k dispozici. 
 
Tabulka 49: Retenční časy standardů 
 
Standard tR [min] 
kaempferol 8,604 
myricetin 6,561 
quercetin 7,601 
rutin 5,054 
 
 
Tabulka 50: kostrbatec větevnatý – Doubravník 
 
Číslo píku tR Obsahová látka 
1 6,561 myricetin 
2 8.604 kaempferol 
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6 ZÁVĚR 
V předložené bakalářské práci byla řešena aktuální problematika přítomnosti flavonoidů 
v extraktech z jehličí borovic, smrků, jedlí a v extraktech z mechů druhů kostrbatec větevnatý 
a ploník ztenčený. Celkem bylo z tohoto důvodu analyzováno 10 borovic, 10 jedlí, 10 smrků, 
5 mechů druhu kostrbatec větevnatý a 5 mechů druhu ploník ztenčený.  
K vlastnímu stanovení byly využity separační metody, a to extrakce pro získání hodnocených 
analytů, dále pro identifikaci flavonoidů screeningová metoda chromatografie na tenké vrstvě 
(TLC) a rozhodčí metoda kapalinová chromatografie se spektrofotometrickou detekcí 
HPLC/UV-VIS. Byla ověřována také možnost využití plynové chromatografie s hmotnostní 
detekcí. V tomto případě bylo prokázáno, že flavonoidy nelze tímto postupem identifikovat, 
bylo by nutné zavést do příslušného metodického postupu ještě derivatizaci. 
 
Byly získány následující poznatky a konkrétní výsledky: 
 
 Ověřené metody, tj, screeningové TLC a rozhodčí metoda HPLC/UV-VIS, lze pro 
výše specifikované identifikace flavonoidů doporučit. Podrobnější identifikace 
vyžaduje použití HPLC s hmotnostní detekcí. 
 
 Porovnáním se standardy a s atlasem spekter na základě hodnot Rf byly pomocí TLC 
identifikovány v jehličí borovice myricetin, v jehličí jedlí myricetin a rutin, v jehličí 
smrku myricetin a kaempferol. 
 
 Porovnáním se standardy a s atlasem spekter na základě hodnot Rf byly pomocí TLC 
identifikovány v mechu druhu kostrbatec větevnatý rutin a myricetin, v mechu druhu 
ploník ztenčený rutin, myricetin a kaempferol. 
 
 Pomocí rozhodčí metody HPLC/UV-VIS byly identifikovány pouze dva flavonoidy, 
myricetin a kaempferol, a to v mechu kostrbatec větevnatý z lokality Doubravník. 
V ostatních případech sice odpovídaly při identifikaci retenční časy, ale nebyla shodná 
spektra UV-VIS. 
 
 Na základě tohoto faktu se lze domnívat, že flavonoidy nebyly separovány od jiných 
obsahových látek přítomných v rostlinných matricích, jako jsou např. glykosidy 
eventuálně katechiny. 
 
 Uvedené výsledky dokumentují to, že cíle experimentální bakalářské práce byly 
splněny. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
AcOH – kyselina octová (acetic acid) 
DCM – dichlormethan 
EtAc – ethyl acetát 
FA – kyselina mravenčí (formic acid) 
FID – plamenově ionizační detektor (flame ionization detector) 
GC – plynová chromatografie (gas chromatography) 
GC/MS – plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí (gas 
chromatography with mass spectrometric detection) 
HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-performance liquid chromatography) 
iPrOH - isopropanol 
LLE – extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction) 
MeOH – methanol 
MF – mobilní fáze 
MS – hmotnostně spektrometrický detektor 
PC – papírová chromatografie (paper chromatography) 
Rf – retenční faktor 
SPE – extrakce tuhou fází (solid-phase extraction) 
SPME – mikroextrakce tuhou fází (solid-phase microextraction) 
TCD – tepelně vodivostní detektor (thermal conductivity detector) 
THF - tetrahydrofuran 
TLC – tenkovrstvá chromatografie (thin-layer chromatography) 
tR – retenční čas 
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Příloha 5 UV-VIS spektrum myricetinu 
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Příloha 7 UV-VIS spektrum rutinu 
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Příloha 9 Chromatogram extraktu jedle – Borová – okr. Jindřichův Hradec 
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Příloha 12 Chromatogram extraktu ploníku ztenčeného – Doubravník 
 
